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論文内容要旨
 猛はじめに翌
 NeuropeptideY(NPY)はブタ脳から発見された36個のアミノ酸からなるペプチドであり,
 強力な血管収縮作用を有する。中枢神経・末梢交感神経・副腎髄質等に高濃度存在し,カテコー
 ルアミンと同一細胞に共存することが知られている。ヒトNPYはブタNPYとは17番目のアミ
 ノ酸のみが異なり,ロイシンがメチオニンに置換されている。NPYは褐色細胞腫・神経節芽腫
 の患者血中・腫瘍組織中に高濃度存在することが知られており,我々もまた抗ブタ抗体を用いた
 抽出法によるラジオイムノアッセイ(RIA)法で褐色細胞腫・神経節芽腫患者の血中に高濃度の
 NPYが存在することを見いだしてきた。しかしながら抽出法は操作が複雑であるため,臨床的
 に腫瘍マーカーとして用いるためにはより簡便な測定法の開発が必要であった。本研究はNPY
 を臨床的に腫瘍マーカーとして用いるために,ヒトNPYに対する抗体を作製し,抽出操作が不
 要な直接法による簡便なRIA法を開発・確立し,種々疾患の患者血中NPYについて抽出法との
 比較検討を行った。
 【対象および方法遇
 対象は健常者40例,褐色細胞腫23例,神経節芽腫6例,神経芽腫15例,慢性腎不全患者25例で
 ある。うち67例の同一患者で直接法と抽出法での血中NPY値を比較検討した。
 抗ヒトNPY抗体は合成ヒトNPYとウシサイログロブリンとをカルボジイミドでconjugate
 し家兎に免疫し作製した。標準物質には合成ヒトNPYを用いた。標識ヒトNPYは合成ヒト
 NPYをクロラミン丁法にてヨード化して作製した。各々0.1m1の血漿または標準物質を抗ヒト
 NPY抗体(最終希釈濃度1:10,000)と24時間インキュベートした後0.1皿1の標識ヒトNPYを
 加えさらに24時間インキュベートした。緩衝液としてboratebufferを用い,分離は第2抗体法
 によった。抗体の特異性を検討するために種々ペプチドとNPYフラグメントとの交差反応を検
 討した。高速液体クロマトグラフィー(HPLC)にてNPY免疫活性物質を分析した。
 【結果】
 ①RIA:測定系の感度は0.8fmo1/tube,Interassay・intraassaycoefficientsofvaria七ionは
 それぞれ9.5%・2.0%であった。患者血漿の希釈曲線は標準曲線と平行した。この系におけるヒ
 トPP,PYYをはじめとする種々ペプチドとの交差反応はいずれも0.001%以下であった。NPY
 フラグメントとの交差反応はヒトNPY1-21と30%,ヒトNPY2-21と6%であり,本抗体は主
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 としてNPYのN末端を認識するものと考えられたが,ヒトNPY21-24と1.2%,ヒトNPY
 26-36と0.008%,ヒトNPY28-36と0.035%と一部交差反応を認めることから,本抗体はヒト
 NPY全体を認識するものと考えられた。
 ②臨床成績:褐色細胞腫(172±28pmol/1,平均±SEM)・神経節芽腫(591±230pmol/l)・
 神経芽腫(567±135pmo1/1)・慢性腎不全患者(192±14pmo1/1)の血中NPY値は,健常成人
 (40±2pmol/1)に比し高値であった(P〈0.001)。褐色細胞腫患者の87%は健常成人のNPY上
 限値(62pmo1/1)より高値であった。神経節芽腫の67%,神経芽腫の80%は対照小児例のNPY
 上限値(160pmol/1)より高値であった。
 ③抽出法との相関:直接法による血中NPY値は抽出法による測定値と有意な正の相関(r二〇.92,
 P<0.0001,n=67)を認めた。
 ④HPLC:褐色細胞腫・神経節芽腫・神経芽腫患者血漿抽出物のHPLCでは合成ヒトNPYと同
 一部位に主ピークをまたその酸化メチオニン型の部位には小ピークを認めた。
 【考察】
 本研究では高特異性の抗ヒトNPY抗体の作製に成功し,血漿0.1m1からNPYを測定できる高
 感度RIA系を確立した。患者血漿の希釈曲線が合成ヒトNPYの標準曲線と平行し,患者血漿抽・
 出物のHPLCで合成ヒトNPYと一致する主ピークが認められたことから,直接法による本測定
 法はヒトNPYそのものを測定していると考えられた。本測定法による褐轡田胞腫・神経節芽腫・
 神経芽腫・慢性腎不全患者の血中NPY値は対照例と比べて高値を示しており,さらに今回の直
 接法による測定値は既報の抽出法の結果とは高い相関を認めた。従来の抽出法ではi回の測定に
 1m1の血漿を必要としまた高価なカートリッジも必要であり,抽出操作は手技的に熟練を必要と
 する等の問題点があった。今回確立した測定法では抽出操作が不要で,少量の血漿から測定可能
 である点,大量の採血が困難な小児において神経節芽腫・神経芽腫の腫瘍マーカーとしてNPY
 を用いるために有用であると思われる。以上より直接法によるNPYの測定は少量の血漿で簡便
 に迅速に測定可能であり,腎不全を除外すれば,NPYは臨床的に褐色細胞腫・神経節芽腫・神
 経芽腫に特異的な腫瘍マーカーとしてスクリーニング・診断に有用であると考えられた。
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 審査結果の要旨
 NeuropeptideY(NPY)は1982年にTatemotoらによりブタ脳から発見された36個のアミノ
 酸からなるペプチドである。N末端及びC末端のアミノ酸残基がチロシンであり,脳組織より
 単離されたことからNPYと名付けられた。中枢神経系以外にも末梢交感神経や副腎髄質等に高
 濃度に存在し,カテコールアミンと同一細胞に共存することが知られている。
 NPYは強力な血管収縮作用を有し,またシナプス前ではノルエピネフリンの放出を抑制し,
 シナプス後ではノルエピネフリンの血管収縮を増強する作用を有している。ヒトNPYはブタ
 NPYとは17番目のアミノ酸のみが異なり,ロイシンがメチオニンに置換されている。NPYは
 褐色細胞腫や神経節芽腫の患者の血中や腫瘍組織中に高濃度に存在しており,臨床的に腫瘍マー
 カーとして有用と考えられる。しかし,現在用いられている測定法は抽出操作が複雑であり,よ
 り簡便な測定法の開発が必要である。
 本研究はヒトNPYに対する抗体を作製し,抽出操作が不要で,直接NPYをRIAで測定でき
 る方法を開発・確立し,種々の疾患で血中NPYを測定し,NPYが臨床的に腫瘍マーカーとし
 て有用かどうかを検討したものである。その結果,(1)特異性が高い抗ヒトNPY抗体の作製に成
 功し,少量の血漿から抽出操作が不要で簡便な高感度アッセイ系を確立した。(2)褐色細胞腫,神
 経節芽腫,神経芽腫,慢性腎不全患者の血中NPY値は対照者に比し高値を示し,腎不全を除外
 すれば,NPYは臨床的に褐色細胞腫,神経節芽腫,神経芽腫に特異的な腫瘍マーカーとして有
 用である成績が得られた。
 以上,本研究は少量の血漿で簡便・迅速にNPYを直接測定する方法を確立し,さらにNPY
 は褐色細胞腫,神経節芽腫,神経芽腫のスクリーニングに有用であること,特に大量の採血が困
 難な小児において有用であることを明らかにした重要な研究であり,学位授与に十分に価するも
 のと思われる。
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